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Повышение результативности крио- 
консервации генома животных, возможно 
путем совершенствования криозащитных 
сред и применения эффективных техноло- 
гических приемов. Однако они могут быть 
разработаны на основе эксперименталь- 
ных исследований, выполненных на раз- 
личных уровнях организации биологичес- 
ких объектов с использованием веществ 
отличающихся механизмом их действия. 
В связи с этим, целью представленной ра- 
боты было изучение влияния веществ раз- 
личной полярности на морфофизиологи- 
ческие показатели деконсервированных 
гамет быка и петуха. 

Материал и методы исследований 

Объектом исследования служило семя 
быков черно-пестрой и петухов Род-Айр- 
ландской пород. Оптимальный состав и 
концентрацию компонентов криозащит- 
ных сред при замораживании геномов жи- 
вотных определяли путем смешивания 
изотонических растворов исследуемых ве- 
ществ по арифметическому или геометри- 
ческому ряду по В.К. Милованову [4]. 

Качество семени определяли по фи- 
зиологическим показателям — подвиж- 
ности, продолжительности жизни, абсо- 
лютному показателю выживаемости га- 
мет [4]. Морфологические изменения га- 
мет изучали путем оценки состояния их 


акросом с использованием фазоконтрас- 
тной микроскопии. 
Результаты и их обсуждение 

Стабилизация функциональной полно- 
ценности генома животных является од- 
ной из важнейших криобиологических 
проблем. Одним из перспективных подхо- 
дов в данном направлении, представляется 
введение в состав сред таких компонентов, 
которые обеспечивали бы возможность 
образования новых биокомплексов между 
компонентами мембран и синтетических 
сред. В этом плане было изучено влияние 
аминокислот, относящихся к различным 
группам, на показатели оттаянного семени 
петуха (табл. 1). 

Данные показывают, что после замора- 
живания семени петуха в средах, содержа- 
щих испытуемые аминокислоты, подвиж- 
ность гамет колеблется в пределах 3,8+0,13 
— 4,6+0,11 баллов. Наиболее высокий иссле- 
дуемый показатель — при использовании ар- 
гинина и валина, Следовательно, эти амино- 
кислоты могут быть использованы для ста- 
билизации межмолекулярных взаимодейс- 
твий при криоконсервации семени петуха. 

Высокая эффективность аргинина при 
криоконсервации гамет петуха согласу- 
ется с данными В.А. Наука [5], проводив- 
шего опыты с гаметами быков и может 
быть объяснена тем, что в физиологичес- 
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Таблица 1 
Влияние аминокислот на качество деконсервированного семени петуха, п=5 
Аминокислоты (АК) Подвижность оттаянных гамет, балл 
Аланин 3,8+0,136 
Аргинин 4,4+0,119* 
Аспарагиновая кислота 3,9-0,209 
Валин 4,6=0,112* 
Среда без АК (контроль) 3,9-0,111 
*Различия статистически достоверны 
ком интервале рН 6-8 боковые цепи арги- Из представленных данных следует, 


нина заряжены положительно. В случае 
пространственной сближенности положи- 
тельно (аргинин) и отрицательно (поверх- 
ность гамет) заряженные группы, благо- 
даря электростатическому притяжению 
через ионную связь образуют комплексы 
между компонентами поверхностных мем- 
бран и аргинином, что положительно ска- 
зывается сохранение физиологических по- 
казателей гамет после оттаивания. 

Относительно валина, согласно дан- 
ным С.А. Шерман и др. [7], его крупные не- 
полярные остатки спрятаны в глубине бел- 
ковой глобулы. При том, боковые группы 
этих остатков являются гидрофобными, 
что препятствует взаимодействию валина 
с водой и образованию крупных кристал- 
лических структур льда, которые могли бы 
привести к механическому повреждению 
криоконсервируемых объектов. 

Учитывая исключительную роль био- 
комплексов в функционировании био- 
логических мембран [2] в проведенных 
опытах изучено влияние моносахаров, 
являющихся основными компонентами 
гликоконьюгатов мембран (глюкоза вхо- 
дит в состав гликолипидов и гликопроте- 
идов, ксилоза - в состав протеогликанов, 
маноза - в состав гликопротеидов, галак- 
тоза - в состав гликопротеидов, протеог- 
ликанов и гликолипидов) [1]. На физио- 
логические показатели криоконсервиро- 
ванного семени быка (табл. 2). 


что наиболее ярко выраженная стабили- 
зация подвижности гамет после оттаива- 
ния, продолжительности их жизни и абсо- 
лютного показателя выживаемости была 
достигнута в случае использования среды 
на основе глюкозы. Включение данного 
препарата в состав среды для разбавления 
и замораживания семени быка позволило 
достичь статистически достоверной разни- 
цы между изучаемыми показателями при 
применении аналогичных сред на основе 
ксилозы, манозы и галактозы. Более яр- 
ко выражены эти изменения в подвижнос- 
ти и абсолютным показателе выживаемос- 
ти гамет. Следовательно, не все моносаха- 
ра обладают одинаковыми криозащитны- 
ми свойствами. 

Повышение физиологических пока- 
зателей после деконсервации гамет быка, 
сохраненных под защитой глюкозы, обус- 
ловлено тем, что она является мощным ос- 
мотическим стабилизатором [3]. По мне- 
нию О.В. Мельниковой [3] механизм дейс- 
твия указанного моносахара, по-видимо- 
му, реализуется через изменение состояния 
цитоплазматических компонентов клетки, 
повышая тем самым ее сохранность после 
низкотемпературного воздействия. 

Полученные данные показывают, что 
повышение устойчивости гамет к небла- 
гоприятным условиям криоконсервации 
во многом зависит от стабилизации над- 
молекулярных структур (гликолипидов 


Таблица 2 
Результативность моносахаридов при криоконсервации семени быка, п=5 
Наименование углеводов Подвижность отта- Продолжительность жиз- АПВ, ус. 
янных гамет, балл ни оттаянных гамет, час 
Глюкоза (контр.) 3,9-0,19 5,6-0,26 14,1+1,58 
Ксилоза 1,7=0,37* 4,4+0,34* 5,7+1,13* 
Маноза 2,6+0,19* 5,4+0,60 8,6+1,08* 
Талактоза 1/7=0,34* 4,4+0,68 5,5+0,85* 


*Различия статистически достоверны 
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Таблица 3 
Эффективность применения моно-, ди- и трисахаридов при криоконсервации семени быка, п=5 
Показатели оттаянного семени: 
Кол-во гликозид- Наименова- 
ных остатков ние углеводов Подвиж- Выживае- АПВ, уе Кол-во интакт- 
ность, балл | мость, час ^^ | ных акросом, % 
1 Галактоза 2,0+0,34 4,5+0,73 3,9+1,63 29,0-6,42 
2 Лактоза 3,3—0,34 750,55 11,7=0,60 27,0=6,28 
2 Мальтоза 3,8=0,27 6,8=0,73 11,2—1,40* 27,5=6,31 
2 Сахароза 4,0-0,28 9,7-0,83* 16,4-—1,90 38,5=6,88 
3 Раффиноза 4,0-0,31 8,7+0,67 16,4-1,62 30,0-6,48 


*Различия достоверны по сравнению с моносахаридом 


и гликопротеидов). 

Одной из основных структурных осо- 
бенностей углеводов является наличие 
гликозидных связей. При этом количество 
гдикозидных остатков углеводов может 
определить их криопротекторный эффект. 
Поэтому, в следующей серии опытов бы- 
ла определена эффективность моно-, ди- и 
трисахаридов в случае консервации семени 
быка (табл. 3). 

Полученные результаты убеждают 
в том, что ди- и трисахара более эффек- 
тивны при замораживании семени быка в 
сравнении с моноуглеводами. 

В данном опыте кроме физиологичес- 
ких показателей семени быка было изучено 
морфологическое состояние акросом пос- 
ле оттаивания исследуемого объекта. Важ- 
ность исследования состояния акросомно- 
го аппарата обусловлена тем, что акросо- 
ма являясь значительно оводненным гли- 
копротеидным, гидрофильным легко набу- 
хающим и растворимым в воде комплексом 
[9] может быть уязвимой в результате дейс- 
твия экстремальных факторов на различ- 
ных технологических этапах. Прежде все- 
го, повышенное содержание воды указыва- 
ет на повышенный отрицательный, поверх- 
ностный заряд акросомальных мембран. 

Из результатов таблицы 3 следует, что 
наилучшие показатели по сохранению ак- 
росом гамет быка получены в случае при- 
менения сахарозы. Видимо, этот углевод 


способен нейтрализовать отрицательный 
заряд акросом, создавая тем самым опти- 
мальные условия для сохранения морфо- 
логических структур гамет быка. 

Из данных таблицы 3 также следует, 
что на качество оттаянного семени пету- 
ха влияет не только количество моноса- 
харидных остатков в молекуле углевода, а 
и особенности физиолого-биохимической 
и физической ситуации, складывающейся 
в криобиологической системе в процессе 
консервации геномов сельскохозяйствен- 
НЫХ ЖИВОТНЫХ. 

Учитывая тот факт, что репродуктив- 
ные клетки различных видов животных 
отличаются вариабельностью физиологи- 
ческих и биохимических показателей [8], 
а, следовательно, и различной устойчивос- 
тью к температурному стрессу [6], анало- 
гичные следования были проведены на се- 
мени петуха (табл. 4). 

Из данных таблицы следует, что луч- 
шие результаты по восстановлению фун- 
кциональной активности семени петуха 
после консервации получены при исполь- 
зовании мальтозы. Лактоза и раффиноза 
на этот раз оказались малоэффективны- 
ми, следовательно, при подборе углеводов 
недостаточно информации о количестве 
гликозидных остатков в молекуле углево- 
да. Необходимо располагать многогранной 
информацией о подбираемом компоненте. 

Таким образом, углеводы могут быть 


Таблица 4 
Влияние моно-, ди- и трисахаридов на качество семени петуха, п=5 
Кол-во гликозид- Наименова- Подвижность гамет (балл), после: 
ных остатков ние углеводов разбавления оттайвания 
1 Глюкоза 710,09 4,9+0,19 
2 Сахароза 710,44 4,5+0,22 
2 Лактоза 6,0-0,35 4,6+0,20 
2 Мальтоза 78=0,22 5,8=0,12* 
3 Раффиноза 6,7=0,22 4,6+0,24 
*Различия достоверны по сравнению с моносахаридом 
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использованы в качестве эффективных 
компонентов сред, однако в каждом конк- 
ретном случае необходимо подбирать оп- 
тимальные варианты. 
Выводы 

1. Полярность ингредиентов синтети- 
ческих сред оказывает существенное вли- 
яние на криобиологические показатели со- 
храненных объектов вследствие межмоле- 
кулярного взаимодействия их через ион- 
ные связи, с элементами цитоплазматичес- 
ких мембран. 

2. Способность аминокислот образо- 
ЗОММАКУ 
ш Ше ехрегипене # ууа5 5ш@еа Ше гое оЁ зиб5вапсез ув аШегепЕ роагйу (ис! е$ апа ато ас15) ай 
Ве сгуоргезегуайоп оЁ БиП’5 зетеп ап@ оЁ сосК’5 зетеп. Ш ууаз езба 6 бпей Ше Гасог$ уушсЬ дереп@ оп 
Фей шПиепсе оЁ Фе рате{е$ 0Ё ехрегипепа! апипа[5. ТВе гезеагсвегс и1е4 10 ехр!ат Фе шесвап5т5 оЁ 
Фе сгуоргоесйуе асйуНу ш а пеуу мау.  ууаз ситшей пр Фа Фе шее ууаз ууеЙ ие топозавана 
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Фе сощеп?5 топошегуса! НаК5 Фе тогрпорвуз1ю1юзуса! ш0сез оЁ десопбегумей шмена! а150 шсгеасе. 
Тве ре{огте4 ехрегипен 5 езфа615пе@ Ша! Фе сгуосоп5егуайуе гезш оЁ Те зиб${апсез уйй Фе аегепЕ 
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оЁ гате{ез. 


вывать биокомплексы или препятствовать 
образованию крупных кристаллов льда по- 
вышает эффективность криоконсервации 
геномов животных. 

3. Механизмы криопротекторного эф- 
фекта полярных соединений могут реали- 
зовываться путем становления межмоле- 
кулярных взаимодействий в криобиологи- 
ческих системах. 

4. При создание новых криоконсерван- 
тов необходимо учитывать их физико-хи- 
мические свойства и видоспецифичность 
консервируемого материала. 
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ЖИВОТНЫХ 


Главная тема настоящих исследований 
— реконструкция единичной клетки, фун- 
даментальные и технологические аспекты 
проблемы клонирования. Эти работы на- 
ходятся в русле научного направления по 


сохранению исчезающих видов животных, 
создателем которого в нашей стране был 
профессор Б.Н. Вепринцев. 

Сохранение исчезающих видов живот- 
ных осуществляется различными метода- 
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